シンドビスウイルス非構造蛋白発現による癌細胞特異的アポトーシス by TIAN, Zheng & 田, 錚
 
 
【要約】	 
 
Cancer-specific apoptosis caused by the expression of Sindbis virus 
non-structural proteins 
（シンドビスウイルス非構造蛋白発現による癌細胞特異的アポトー
シス）	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【目的】	 
  トガウイルス科アルファウイルス属のシンドビスウイルス
（SIN）は、癌細胞を特異的に融解する抗腫瘍ウイルスである。本
研究では、SIN の腫瘍融解性に関与するウイルス蛋白発現を明らか
にすることを目的とした。	 
【方法】	 
細胞株 
  HeLa 細胞と正常胎児線維芽細胞 TIG-‐1-‐20 細胞。細胞を 10％
ウシ胎児血清（FBS）を含むダルベッコ変法イーグル培地中、37℃、
5％CO 2 で増殖させた。 
ウイルスストックおよび組換えウイルスの構築 
  非構造蛋白 nsp3 と GFP(Green	 Fluorescent	 Protein)の融合蛋
白、構造蛋白発現と共に BFP（Blue	 Fluorescent	 Protein）を発現
する組換 GBFP-SIN を構築した。GBFP-SIN を HeLa 細胞、TIG-1-20
細胞に感染させ、タイムラプス蛍光蛋白質分析およびウェスタンブ
ロッティングにより、SIN の非構造蛋白(nsp)発現および構造蛋白
(sp)発現が HeLa および TIG-1-20 細胞におよぼす効果を評価した。	 
【結果】	 
GBFP-‐SIN 感染細胞の生存率 
  GBFP-‐SIN に感染した HeLa 細胞は、感染 24 時間後（hpi）に溶
解したが、TIG-‐1-‐20 細胞は 24 時間後に生存していた。 SIN 感染
HeLa および TIG-‐1-‐20 細胞の生存率を測定するために、感染細胞に
ついて ATP アッセイを実施した。結果は、HeLa 細胞の細胞生存率
が 8hpi で有意に低下したことを示した。 16hpi では、HeLa 細胞の
約 50％のみが生存しており、 24hpi では、HeLa 細胞の 90％が死
滅した。しかし、TIG-‐1-‐20 細胞では、8 および 16hpi で細胞生存率
が有意に低下せず、24hpi で細胞の 10％のみが死滅した。 
 
SIN 感染後の HeLa 細胞および TIG-‐1-‐20 細胞の形態変化 
  SIN 感染 HeLa 細胞では、アポトーシスの典型的な形態変化が
観察された。 16hpi では、HeLa 細胞の大部分がアポトーシスとな
った。 TIG-‐1-‐20 細胞では、8hpi で明らかな形態変化は観察されな
かった。 16 hpi でアポトーシス変化を起こした細胞はほとんどな
 
 
く、24 hpi でアポトーシスを起こした細胞はごくわずかだった。 
 
GBFP-‐SIN 感染 HeLa 細胞および TIG-‐1-‐20 細胞タイムラプス蛍光蛋
白質分析 
     GBFP-‐SIN に感染した HeLa 細胞および TIG-‐1-‐201 細胞をタイ
ムラプスにより経時的に分析した。GBFP-‐SIN 感染 HeLa 細胞の 89％
が24時間以内にアポトーシスを起こし、44％がnspのみを発現し、
46％が nsp および sp を発現した。対照的に、TIG-‐1-‐20 細胞の 11％
のみがアポトーシスを起こし、それらの 4％は nsp を単独で発現し、
7％は nsp および sp の両方を発現していた。 sp 発現を伴わない nsp
の発現は、HeLa 細胞の 85％および TIG-‐1-‐20 細胞の 5％のアポトー
シスに関連していた。さらに、HeLa 細胞の 48％および TIG-‐1-‐20
細胞の 24％において sp の発現が観察され、HeLa 細胞の 96％およ
び 29％の TIG-‐1-‐20 細胞でアポトーシスが観察された。 
 
GBFP-‐SIN 感染が DNA 損傷応答（DDR）経路に及ぼす影響 
  SIN 感染が細胞周期に影響を与えるという我々の報告に基づき、
SIN 感染に起因するアポトーシスが DNA 損傷応答および DNA 修復
経路と関連していると推測した。 SIN 感染後の nsp および sp 発現
の異なる段階での DNA 損傷経路および DNA 修復を特異的に分析す
るために、SIN 感染後、2, 4, 8 および 16hpi における DDR 関連蛋白
および細胞周期関連蛋白の解析をウェスタンブロッティングによ
り行った。 
     HeLa 細胞における p-‐ATR（Thr1989）の発現は 2hpi で増加し、
続いて 8hpi で p53、p21 および開裂した PARP の発現が著しく増加
した。ATR の活性化は下流の p53 および p21 の増加を誘導したと
考えられた。更に、p-‐cdc2（Tyr15）の増加、および cyclin B1 の減
少が 2hpi で観察された。cdc2（Tyr15）のリン酸化は、cdc2 の不活
化をもたらし、その結果、cyclin B / cdc2 複合体の活性を低下させ
ることによって G2 DNA 損傷チェックポイントを誘導している。 
2hpi では、有糸分裂染色体凝縮に関与する p-‐histone H3（Ser10）
の一時的な減少が観察され、GBFP-‐SIN に感染した M 期の HeLa 細
 
 
胞がアポトーシスにより減少したことが示唆された。 2hpi での
cyclin B / cdc2 および p-‐histone H3 の一時的な低下活性は、
GBFP-‐SIN が感染の非常に初期段階で一時的な G2 DNA 損傷チェッ
クポイントを誘導したことを示唆した。対照的に、16hpi での p-‐ATR
（Thr1989）、p53、および p21 のレベルの低下を除いて、GBFP-‐SIN
感染 TIG-‐1-‐20 細胞では細胞周期調節因子の顕著な変化は観察され
なかった。 
【結論・考察】 
  本論文では、nsp および sp の発現を可視化するシステムを用
いて、SIN の腫瘍溶解性におけるウイルスタンパク質 nsp および sp
の関与を検討した。従前の報告において、SIN の腫瘍融解性は、癌
細胞で高発現する SIN 受容体、ラミニン受容体に起因し得ることが
示されている。しかし、我々の研究結果では、正常な胎児線維芽細
胞における nsp によって誘導されるアポトーシスに対する耐性お
よび sp 発現の抑制が、正常細胞の SIN による溶解に対する耐性に
寄与し得ることを明らかにした。 
  我々の研究は、nsp の発現が癌特異的なアポトーシスを誘導す
るのに十分であることを実証した。SIN に感染した TIG-‐1-‐20 細胞
では DDR がほとんど認められず、SIN によって誘導された癌特異
的アポトーシスは DDR に起因すると考えられた。本研究では、SIN
誘発アポトーシスに対する sp の関与については決定できなかった
が、TIG-‐1-‐20 細胞は、SIN 誘発アポトーシスに対して、抵抗性であ
った。SIN の腫瘍融解に対する感受性は、DDR の機能不全が存在す
るがん細胞においてのみ誘発される DDR により起因すると考えら
れた。 
  本研究により、腫瘍融解性 SIN の nsp 発現が抗癌剤と同様に
DDR を介して癌特異的アポトーシスを引き起こすことが示唆され、
SIN の nsp を抗癌剤として利用することが可能であると考えられた。 
